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1 INNGANGUR

Hradvirk greining & daeskilegum bakterium er mikilvaegur pattur i ad tryggja gaedi, 6ryggi og um leid
verdmaeti matvaela. Eftirlit med matveaeladryggi er sifellt ad aukast. Markadur med keaeldar afurdir,
tilbdnar til eldunar hefur vaxid mikid, par sem aukin hzetta er 4 ad dzeskilegar og sjukdémsvaldandi
bakteriur séu til stadar. Breytt markads- og neysluumhverfi kallar pvi @ nyjar og hradvirkari adferdir til
orverumeaelinga. Aukinn flutningshradi matvaela eykur ennfremur @ naudsyn matveelaframleidenda
fyrir adgengi ad hradvirkum adferdum til greiningar 4 éaeskilegum 6rverum og eru slikar greiningar
mikilvaegur pattur i ad tryggja 6ryggi, geedi og p.a.l. verdmaeti matveela.

Med hefdbundnum adferdum til orverugreininga er nidurstadna ekki ad vaenta fra rannsdknarstofum
fyrr en ad 3-7 dogum liGnum. Varan er pd idulega komin i dreifingu eda til umbodsadila og innkdllun a
voru sem hafnad er vegna lélegra gaeda eda sjukddémsvaldandi bakteria hefur pvi i for med sér mikinn
tilkostnad. Hradvirkar orverugreiningar skipta pvi miklu mali fyrir framleidendur, peir purfa ad vera
vissir um Oryggi voru sinnar og ad lagmarkslikur séu a kostnadarsémum adgerdum vegna éaeskilegrar
bakteriumengunar.

Notkun Polymerase Chain Reaction (PCR) adferda vid hradvirkar bakteriugreiningar i matvaelum hefur
verid ad feerast mjog i voxt undanfarin ar (Brakstad, Aasbakk et al. 1992; Aznar and Alarcon 2003; Cui,
Schroeder et al. 2003; Ellingson, Anderson et al. 2004; McKillip and Drake 2004; Deschaght, De Baere
et al. 2009). Med naemu greiningarprofi likt og PCR ma stytta greiningartimann fra 3-7 déogum nidur i
12-24 kist Annar kostur PCR greininga er sa ad mikillar sérpekkingar er ekki krafist likt og vid
hefdbundnar raektunaradferdir, par sem fjolda mismunandi adferda er beitt til greiningar
mismunandi bakteriutegunda. | grunnatridum pa felur real-time PCR adferdafraedin i sér greiningu &
stuttum DNA but i erféamengi bakterianna. bessi DNA butur er pa sérstadur fyrir pa bakteriu sem a i
hlut og gerir pad ad verkum ad haegt er ad fa sértakar greiningar 4 bakteriutegundinni pé svo ad hun
sé i blondu af mérgum 6drum tegundum bakteria. Greiningin fer pannig fram ad DNA er einangrad ur
matvaelasyni sem inniheldur pa DNA ur 6llum bakterium sem til stadar eru i syninu. DNA synid er pvi
naest sett i PCR blondu sem inniheldur ymis hvarfefni (polymerasi, nukleétid, buffer) dsamt
primerum. Primerunum ma likja vid lykla sem eru hannadir pannig ad peir pekki einungis pa stuttu
DNA bduta a einni akvedinni bakteriutegund, t.d. Salmonella. PCR blondunni dsamt DNA syninu er
bvinaest komid fyrir i real-time PCR taeki sem keyrir 40 hitastyrda hringi. Ef markrédin er til stadar i
syninu magnast hun upp i PCR hvarfinu fra érfdum eintokum upp i milljarda eintaka. Pessi aukning a
DNA er mald med flurljdmandi efnum sem einnig er baett i blonduna. bvi meira magn bakteria sem
er i syninu, pvi meira DNA og pvi fyrr kemur upp fldrljdmandi merki i PCR keyrslunni. Ef engin
bakteria er til stadar i syninu mun engin aukning a flarljdmun koma fram.

Samdaegursvottun 4 6ryggi matvaela - innan 24 kist fra pvi ad syni eru send til greiningar - er mjog
mikilvaeg fyrir fyrirtaeki i matveelaidnadinum, einkum hvad vardar matvaelasykla og kemur til med ad
verda enn mikilvaegari i nanustu framtid. Hradvirkar PCR greiningar gera matvalaframleidendum
kleift ad gripa strax inn i, styra vinnslu hrdefnisins eda stoédva dreifingu ef framleidsluvaran reynist
innihalda déaeskilegar 6rverur eda uppfyllir ekki geedakrofur. Taeknin studlar pvi ad baettum geedum og
imynd matvaela sem er mjog mikilveegur pattur til ad vidhalda gédri imynd Islands fyrir heilneemar
landbunadar- og sjavarafurdir.

Markmid verkefnisins var ad auka verdmazeti og 6ryggi matvaela med pvi ad setja upp og prda nyjar
hradvirkar adferdir til ad greina sjukdomsvaldandi og adrar daeskilegar 6rverur i landbunadarafurdum
og sjavarfangi. Verkefnid var tvipsett og sneri annarsvegar ad préun og uppsetningu
greiningaradferda fyrir syklana Salmonella, Campylobacter, Listeria monocytogenes og Vibrio
paraheamolyticus. Sa hluti verkefnisins var styrktur af Teeknipréunarsjodi og unninn i samvinnu Matis
vio Matfugl, Kjarnafaedi, Mjdlkursamséluna og Umbhverfisstofnun. Hinn hlutinn snéri ad préun
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greiningarhvarfa fyrir sérvirkar skemmdarérverur i fiskafurdum: Photobacterium phosphoreum og
Pseudomonas sp., var sa hluti fjarmagnadur af AVS Rannsdknarsjédi i sjavarutvegi og unninn i
samvinnu Matis vid Umhverfisstofnun, Sildarvinnsluna, Framfoods, Fiskseafood og Icelandic Seafood.

Lokamarkmidid verkefnisins er ad geta maelt astand hraefnis med éhlutdraegum haetti 8 ndkveeman
og hradvirkan hatt med mogulegar pjénustumaelingar i huga og framleidslu greiningasetta ef vel tekst
til.



2 FRAMKVAMD

A hluti - Sjukdémsvaldandi 6rverur

2.1 Salmonella

Proun Salmonella real-time PCR greiningar hefur adur hlotid styrk fra AVS (tilvisunarndmer S 006-05)
og ma sja allar bakgrunnsupplysingar adferdarinnar i birtri visindagrein (Reynisson, Josefsen et al.
2006). Greiningarhaefni adferdarinnar 4 Salmonella i mismunandi afurdum hefur hins vegar ekki verid
kénnud og var pad vidfangsefnid hér asamt uppsetningu hvarfsins til pjdnustugreininga a Salmonella.

2.1.1 Real-time PCR uppsetning

Oll real-time PCR hvérf voru gerd med Mx3005p PCR taeki (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Hvarflausn
innihélt 0,5 uL Teg polymerasa (3 U/uL) fra Matis/Prokaria. Hvarframmal var 25 uL, primerastyrkur
400nm og LNA probe 240 nm. Innra vidmidunarsyni (internal amplification control, IAC) var einnig
notad en pad var gert til ad koma i veg fyrir falskar neikvadar nidurstédur. IAC var pannig ur gardi
gert ad DNA sameind var smidud sem innihélt somu primeraradir og Salmonella skotmarkid en
annars konar preifarar6d sem gerir pad ad verkum ad haegt er ad nema badar PCR afurdirnar (IAC og
Salmonella) i einu og sama hvarfinu. Hitaprdfill var eftirfarandi: 95°C i 3min og sidan 40 hringir vid
95°Ci 30 sek, 65°Ci1 min og 72°Ci 30 sek. Flurljomun var lesin ur synum ad hverjum hring loknum.

2.1.2 DNA einangrun

DNA einangrun ur synum var framkvaemd med Chelex (BioRad) og/eda Kingfisher einangrun. Chelex
einangrunin fer pannig fram ad um 2 mL af forreektunaraeti voru spunnir nidur til ad mynda botnfall
af bakterium. Flotinu var fleygt og 200 uL af 5 % Chelex lausn beett Ut i og hrist med vortex. Synin
voru pa hofd vié 55°C i 15 min. og svo sett i sudubad i 10 min. Ad lokum var flotid hirt og pynnt tifalt
fyrir PCR hvarf. Kingfisher DNA einangrun var framkveemd med halfsjalfvirkum einangrunarbuinadi
(Kingfisher, Thermo) og hvarfefnum fra Promega (Promega Magnesil KF, Genomic system (MD1460)
DNA isolation kit (Promega Corporation, Madison, USA) samkvaemt lysingu framleidenda.

2.1.3 Greiningarhaefni Salmonella real-time PCR i mismunandi hraefnum og haensnasaur.

Smitunartilraunir voru settar upp til ad meta greiningarhaefni og finstilla synaundirbuning Salmonella
real-time PCR greiningar i eftirfarandi hraefnum: hrognum, fiskimjoli, laxi, ysu, reekjum auk
haensnasaurs. Smitun var framkvaemd 3 eftirfarandi mata: 25 g af hraefni/saur var blandad vié 225 g
BPW (buffered peptone vatn) med magara (stomacher) og reektir smitadar med pekktu magni
Salmonella i prisynum; 1-10, 10-100 og 100-1000 CFU/Salmonella per gramm hraefni/saur. Smitud
matveeli asamt kontrdél raekt voru settar i hitaskap vid 37°C og syni tekin Ur reektum til real-time PCR
greiningar eftir mislangan forraektunartima. 1 mL syni var tekid af reekt, spunnid vid 3000 x g i 5
minutur og botnfall geymt vi6 -20°C fram ad DNA einangrun.

2.1.4 Samanburdur d greiningarhaefni Salmonella real-time PCR og hefdbundinnar raektunar-
greiningar

Samanburdartilraun var framkveemd til ad meta greiningarhzefni hefdbundinna reektunnar og real-
time PCR greiningar a Salmonella i: heensnasaur, fiskimjoli, hrognum og raekjum, lax og ysu. Syni voru
smitud med pekktu magni Salmonella (sja 2.1.1) og greind med hefdbundinni raektun og real-time
PCR greiningu. Syni til real-time PCR greiningar a Salmonella voru tekin eftir forreektun yfir nétt, 2 x 2
mL af syni voru spunnir vid 3000 x g i 5 minutur og botnfall geymt vié -20°C fram ad DNA einangrun.



2.1.5 Real-time PCR d ndtturulega smitud syni

Til ad kanna areidanleika real-time PCR greiningar 4 Salmonella & natturulega smitudum synum voru
bjonustusyni sem barust til greiningar samkeyrd med raektunum og real-time PCR. Alls voru 99
kjuklingasyni og 17 svinakjotssyni tekin til greininga med badum adferdum samkvaemt fyrrgreindum
adferdalysingum.

2.2 Campylobacter

bréad var real-time PCR hvarf med Teg polymerasa Matis til greiningar a Campylobacter i kjuklingum
og kjuklingsaur. Sérteekni hvarfsins fyrir Campylobacter m.t.t. primera og preifara hefur pegar verid
sannreynd (Lubeck, Wolffs et al. 2003; Josefsen, Jacobsen et al. 2004). DNA einangrun var
framkvaemd med sama heetti og i kafla 2.1.

2.2.1 Campylobacter primerar og preifari (probe).

Primerar og flurljomandi preifari fyrir Campylobacter real-time PCR greiningarhvarfid voru smidadir
utfra 16S rRNA geninu samkvaemt Lubeck og félogum (heimild). Real-time PCR hvarf var gert med
Mx3000p eda Mx3005p PCR taeki (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Hvarf var keyrt med Teg DNA
polymerasa. Hvarfraimmal var 25 plL og hvarflausn innihélt: 1 x buffer, 1.5 U Teg DNA polymerasa, 0,5
mM dNTP, 25 ug bovine serum albumin, 400 nM fw og rev primerar, 150 nM Campylobacter probe,
100nM IAC probe og 1.5x10° copy af IAC target DNA. Hitaprofill var eftirfarandi: 95°C i 4min og 40
hringir vid 95°C i 15sek, 58°C i 1 min og 72°C i 30 sek (Lubeck et al). Fldrljomun var lesin Ur synunum
ad hverjum hring loknum.

2.2.2 Innra PCR vidmidunarsyni (IAC)

Til ad koma i veg fyrir folsk neikvaed svor var utbuid innra vidmidunarsyni i Campylobacter
greiningarhvarfid (internal amplification control, IAC). Var IAC-id Utbuid samkveemt ageetri
adferdalysingu Abdulmawjood og félaga hans (Abdulmawjood, Roth et al. 2002). Hannadir og
smidadir voru samsettir primerar med Campylobacter sértaekum 5’ enda og Pucl9 sértaekum 3’enda
sem magna ur Pucl9 plasmidinu 200 bp afurd. Hannadur var TagMan probe sem bindst sértaekt
Puc19 afurdinni. Real-time PCR hvarf var gert med Mx3000p PCR teaeki (Stratagene, La Jolla, CA, USA).
Hvarfrimmal var 25 pL. Hvarflausn innihélt: 1x buffer fyrir Teg DNA polymerasa, 1.5 U Teg DNA
polymerasi, 400 nm fw og rev primerar, 25 ug bovine serum albumin og 5 uL DNA. PCR hvarfid var
eftirfarandi: 95°C i 4 min og sidan 40 hringir vid 95°C i 15 sek, 58°C i 1 min og 72°C i 30 sek. PCR
afurdin var rafdregin og einangrud med GFX einangrunaradferd (GE lifescience). DNA styrkur var
maldur med Nanodrop ljésmaeli (Nanodrop Technologies, DE, USA). Fjoldi eintaka var reiknadur
samkvaemt (Josefsen, Jacobsen et al. 2004). Radpynningar voru gerdar Gr 1.5x10°-10" copy/uL til ad
akvarda hentugan IAC styrk til ad nota i hvarfinu.

2.2.3 Greiningarheefni Campylobacter real-time PCR i haensnasaur

Smitunartilraunir voru settar upp i haensnasaur til ad meta greiningarhafni hvarfsins og finstilla
synaundirbuining og synatoku. Haensnasaur var blandad i saltvatn (50:50 v/v) syni Ur pessari bléndu
var sett i forraekt i Bolton vokvazeti. Préfad var ad sa smitadri saurblondu beint i forraektunaraeti sem
og taka til forreektunar siadan vokva Ur smitadri saurblondunni. Smitanir voru gerdar 4 synum med
tiféldum radpynningum af Campylobacter naeturraekt. Einnig var gerd préfun a greiningarhaefni
hvarfsins a kjuklingum. Kjuklingaskinn var skolad med saltvatni 1/10 w/w og 10 mL af skollausn settir
i Bolton vokvaraekt. Syni voru tekin til PCR greiningar eftir mislangan tima i forraekt, 2 x 2 mL af syni
voru spunnir vid 3000 x g i 5 minutur og botnfall geymt vid -20°C fram til DNA einangrunar.



2.2.4 Samanburdur d greiningarhaefni Campylobacter real-time PCR greiningar og
hefdbundinna reektunargreininga

Samanburdartilraun var gerd 4 greiningarhaefni Campylobacter real-time PCR greiningar og
hefébundinna raektungargeininga fyrir Campylobacter ; beinnar strikunnar 4 Cx zeti - en su adferd er
vidurkennd til Campylobcater greiningar Gr heaensnasaur hérlendis og faggildrar CCDA
reektunaradferdar. Haensnasaur var smitadur med vaxandi styrk Campylobacter og syni greind
samkvaemt adferdunum prennum.

2.2.5 Real-time PCR d natturulega smitudum synum

Til ad kanna areidanleika greiningarhvarfsins & Campylobacter Ur haensnasaur og kjuklingi var synum
sem komu til Campylobacter pjénustugreininga 4 svidi Malinga og Midlunar hja Matis tekin til
samhlid greiningar med real-time PCR og raktunargreiningum samkveemt fyrrgreindum
adferdalysingum.

2.3 Listeria monocytogenes

bréad var real-time PCR hvarf med Teg polymerasa Matis til greiningar a Listeria monocytogenes
samkvaemt forskrift Lazaro og kunningja hans (Rodriguez-Lazaro, Hernandez et al. 2004).

2.3.1 L. monocytogenes primerar og preifari

Primerar og fldrljomandi preifari fyrir L. monocytogenes real-time PCR greiningarhvarfid voru
smidadir utfra metalloproteasea geninu mpl/ (Rodriguez-Lazaro, Hernandez et al. 2004). Real-time
PCR hvarf var gert med Mx3005p PCR taki (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Hvarf var keyrt med Teg
DNA polymerasa. Hvarframmal var 25 pL og hvarflausn innihélt: 10 x buffer, 1.5U Teg DNA
polymerasa, 0,5 mM dNTP, 25 ug bovine serum albumin, 400 nm fw og rev primerar, 240 nm L.
monocytogenes probe, 240 nm IAC probe og 1.5x10° copy af IAC target DNA. Hitaprofill var
eftirfarandi: 95°C i 1 min og 40 hringir vid 95°C i 15 sek, 63°C i 30 sek og 72°C i 1 min. Flurljémun var
lesin Ur synunum ad hverjum hring loknum.

2.3.2 Innra PCR kontrol

Innra kontrdl (IAC) var Utbuid samkvaemt adferd Abdulmawjood og félaga (Abdulmawjood, Roth et al.
2002) sja Campylobacter - Innra PCR konrdl.

2.3.3 DNA einangrun

DNA einangrun var framkvaemd med halfsjalfvirkum Kingfisher einangrunarbunadi (Thermo) og
hvarfefnum fra Promega (Promega Magnesil KF, Genomic system (MD1460) DNA isolation kit
(Promega Corporation, Madison, USA) samkvaemt lysingu framleidenda.

2.3.4 Neemni og linuleiki

Naemni hvarfsins var kdnnud med moégnun a tiféldum radpynningum af L. monocytogenes DNA.

2.3.5 Greiningarheefni L. monocytogenes real-time PCR i afurdum

Smitunartilraunir voru settar upp i fiskimjoli, mjolk og raekjum til ad meta greiningarhaefni hvarfsins i
bessum afurdum. 25 g af afur6um og 250 mL af LFl ati var blandad saman i magara (stomacher).
Raktir voru smitadar med tiféldum radpynningum af L. monocytogenes naturraekt og raektadar vid
37°C. Syni voru tekin ur reektum eftir 12 og 24 klist fyrir mjolk og fiskimjol en 7, 8, 12 og 23 kist fyrir
raekjur. Syni voru spunnin vid 12.000 rpm i 5 min og botnfall tekid til DNA einangrunar.



2.4 Vibrio parahaemolyticus

Innleidd voru real-time PCR greiningarhvorf fyrir sjukdémsvaldandi V. parahaemolyticus auk heildar
V. parahaemolyticus i skelfiski. Markgen fyrir sjikdémsvaldandi V. parahaemolyticus var meingenid
tdh. Markgen fyrir greiningu heildar V. parahaemolyticus var stjérngenid toxR.

2.4.1 Real-time PCR uppsetning

Oll PCR hvorf voru keyrd i MX3005p med Brilliant Il gPCR master mix (Stratagene, La Jolla, CA, USA).
Hitaprofill var eftirfarandi: 95°C i 10 min, 40 hringir af 95°C i 15 sek, 60°C i 1 min. Hvarfrimmal var 25
ul. Fyrir toxR hvarfid var primerstyrkurinn 300 nM (forward), 100 nM (reverse) og preifaratyrkur 300
nM. Fyrir tdh hvarfid var primerstyrkurinn 500nM og preifara styrkurinn 300 nM.

2.4.2 Sértxekni

Greiningarhvorfin voru préfud @ 22 V. parahaemolyticus stofnum auk 7 Vibrio spp. stofum af 66rum
tegundum. Greining var talin jakvaed ef flurljdmun maeldist yfir proskuldsgildi (Ct).

2.4.3 Real-time PCR d smitudum kreekling

Smitunartilraunir voru settar upp til ad meta greiningarhaefni hvarfanna i kraeklingi. Ferskur islenskur
kraeklingur (Mytilus edulis) var smitabur med tdh jakvaedum V. parahaemolyticus stofni.
Kraeklingurinn var pveginn og skrdbbadur adur skelin var opnud og meltingarkirtill (digestive gland)
fijarlaegdur og veginn. Kirtlarnir voru pynntir 10 x med APW (alkaline peptone vatn) asamt 1%
saltlausn og hakkadir. Raektir voru megnadar i tvisynum med 1 mL af V. parahaemolyticus naeturraekt.
Neaeturreektin var pynnt tifalt 6-8 sinnum og laegstu pynningar notadar i smitunartilraunirnar. b3 var
fijoldi bakteria einnig akvardadur med saningu a agarskalar. 10 mL syni voru tekin til DNA einangrunar
eftir 3, 6 og 21 kist forraekt.

DNA einangrun var framkvaemd & eftirfarandi hatt: Syni voru siud gegnum nitrocellulasa siu med 8um
moskvasteerd. Synin voru pvinaest spunnin vid 2.500 rpm i 15 min og botnfall leyst i 2 mL af
daudhreinsudu vatni. Synin voru spunnin aftur vid 10.000 rpm og botnfall leyst upp i 200 pL af vatni.
Synin voru pvinaest sodin i 10 min, spunnin vid 10.000 rpm og vokvi med DNA tekin og geymdur vid -
20°C fram til greiningar.

B hluti - Sérvirkar skemmdarorverur

2.5 Pseudomonas spp.

2.5.1 Bakteriustofnar

Stofnar til rannsdknarinnar voru fengnir Ur stofnaséfnum DSMZ, NCTC og Matis. Einnig voru stofnar
einangradir ur geymslupolstilraun a porski notadir til rannsékinnarinnar.

2.5.2 Hénnun Pseudomonas primera

Primerar fyrir Pseudomonas tegundir voru hannadir Ut fra carA geninu med samrédunum carA rada
ur gagnagrunni NCBI auk rada ur Pseudomonas stofnum radgreindum ur keelitilraun. Samradanir voru
gerdar med Bioedit (version 7.0.1) og hentug primerasvaedi akvordud. Gaedi hannadra primera voru
konnud med NetPrimer forritinu (www.primerbiosoft.com).

2.5.3 Synaundirbuningur og DNA einangrun

DNA Ur stofnum var einangrad med Chelex adferd (lyst ofar). DNA einangrun Ur synum ur
geymslupolstilraun var a eftirfarandi mata: Syni voru tekin med akvednu millibili yfir 28 daga. 25 g af
borskflaki var pynni i 25 mL af kaldum MRD (oxoid, hampshire, UK) og blandad i magara
(stomacher). Tvisyni voru tekin. 1 mL af bléndu var tekin til DNA einangrunar. Synid var spunnid vid
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12.000 x g i 5 min og botnfall hirt. DNA var einangrad ur botnfalli med halfsjalfvirkum DNA
einangrunarbunadi (sja ofar).

2.5.4 Real-time PCR uppsetning

Oll PCR hvérf voru framkveemd med Mx3000P PCR teaeki og Brilliant SYBR green mastermix
(Stratagene, la Jolla, CA, USA). Hvarfrimmal var 25 pL og primerstyrkur 200nm. Hitaprofill var
eftirfarandi: 95°C i 10 min, 40 hringir af; 95°C i 30 sek, 57°C i 60 sek auk lengingarskrefs vid 72°C i 30
sek. Ad hvarfinu loknu var braedslumark PCR afurdarinnar dkvordad med haegri hitun (2°C/min) fra
55-95°C og stodugum aflestri flurljomunar.

2.5.5 Neemni og linuleiki

CarA PCR afurd var klénud med TOPO4 (Invitrogen, Paisleym UK) samkvaemt leidbeiningum
framleidanda. Plasmid med klénadri PCR afurd var einangrad med GelElute plasmid miniprep (Sigma-
Aldrich Inc, MO, USA). Styrkur DNA var meaeldur med nanodrop ljdmseeli (Nanodrop Technologies, DE,
USA). Fjoldi carA eintaka var akvardadur utfra staerd plasmidsins skvt. adferd (Josefsen, Jacobsen et
al. 2004). Tifaldar radpynningar voru gerdar til akvordunar a linuleika hvarfsins og minnstum
nagjanlegum DNA styrk til mégnunar.

2.5.6 Sértaxekni

Greiningarhvarfid var préfad a 18 Pseudomonas stofnum og 41 non-Pseudomonas stofnum af ymsum
uppruna. Greining var talin jdkvaed ef flurljomun meaeldist yfir proskuldsgildi (Ct).

2.5.7 Kvérdun stadals

Nakveemni hvarfsins til magngreiningar var dakvordué med radpynningu Pseudomonas spp.
naeturraektar og talningu med reektun a skdlum og real-time PCR greiningu. Til talninga 4 skdlum voru
100 pL af pynningu reektar dreift 8 PCA agar (Oxid, Cambridge, UK) og skalar reektadar vid 18°C i 5
daga og magn bakteria (CFU/mL) akvardad med talningu. Talning med real-time PCR fér pannig fram
ad 100 pL af pynningum raekta voru teknir til DNA einangrunar og DNA leyst upp i 50 uL af vatni. 5 pL
af DNA voru notadir til real-time PCR greiningar. Stadall var kvardadur ut fra nidurstodum talninga af
skalum.

2.5.8 Real-time PCR d porsksynum ur geymslupolstilraun

porsksynum var safnad i tveimur adskildum geymslupolstilraunum haustid 2006 og 2007. borskur var
geymdur vid -4°C i 28 daga fyrir synatoku. Sidan pd hefur adferdin verid notud i fjolda
rannsdknaverkefna med agaetis arangri (ekki fjallad um hér). Framkvaemd syna undirbuinings og DNA
einangrunar er lyst ad ofan. Til ad meta greiningarhafni real-time PCR adferdarinnar i fisksynum voru
nidurstodur real-time PCR greiningarinnar bornar saman vid nidurstédur Pseudomonas talninga ar af
CFC agar a skalum raektudum vid 18°Ci 5 daga.

2.5.9 Proéfun d real-time PCR greiningarhvarfi i PCR taekjabunadi mismunandi framleidanda

Pseudomonas spp. greiningarhvarfid var profad & real-time PCR takjabunadi fra prennum
framleidendum: Stratagene MxP3005, Roche, ABI (nofn taekja). brenn frostpurrkud porsksyni ur
geymslupolstilraun Matis frd vori 2009 med pekktu og mismunandi magni bakteria voru notud til
samanburdarins. Magn Pseudomonas bakteria i synum hafdi a6ur verid akvardad med talningu af
skalum. DNA einangrun var framkvaemd a tvisynum fyrir hvert syni og PCR greining framkvamd. DNA
einangrun og PCR greining var framkvaemd af fjérum starfsmonnun @ prennum élikum PCR taekjum.



2.6 Photobacterium phosphoreum

2.6.1 Hénnun P. phosphoreum primera og LNA preifara

Greiningarhvarf fyrir P. phosphoreum var hannad utfra 16S rRNA geninu. Samradanir & 16S r6dum ur
gagnagrunni NCBI voru gerdar med Bioedit (version 7.0.1) og hentug primer- og preifara-sveedi
akvordud. Gadi hannadra primera og preifara voru kénnud med NetPrimer forritinu.

2.6.2 Synaundirbuningur og DNA einangrun
Sbr. 1id 2.4.2

2.6.3 Real-time PCR uppsetning

Real-time PCR hvorf voru gerd med Mx3005P taeki og Brilliant qPCR mastermix hvarfefnum
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) Primerar voru framleiddir og hreinsadur med HPLC (MWG, Ebsberg,
byskaland). Hvarfrimmal var 25 pl med 200 nmol primerstyrk og 100 nmol probe. Hitaprofill var
eftirfarandi: 95°C i 10 min, 40 hringir af 95°Ci 30 sek, 57°C i1 min og 72°Ci 30 sek.

2.6.4 Neemni og linuleiki

Naemni hvarfsins var profud med mognun a tifoldum radpynningum a P. phosphoreum DNA.

2.6.5 sértakni

Sértekni greiningarhvarfsins var préfud a 14 P. phosphoreum stofnum og 27 06d8rum
bakteriutegundum af ymsum uppruna. Greining var talin jakvaed ef flarljdmun meeldist yfir
broskuldsgildi (Ct).

2.6.6 Kvérdun stadals

Nakvaemni hvarfsins til magngreiningar var akvordud med radpynningu P. phosphoreum naeturraektar
og med PPDM-Malthus leidnimaelingum (Dalgaard, Mejlholm et al. 1996). Talning med real-time PCR
for pannig fram ad 100 uL af pynningum raekta voru teknir til DNA einangrunar og DNA leyst upp i 50
pL af vatni. 5 puL af DNA voru notadir til real-time PCR greiningar. Stadall var kvardadur ut fra
nidurstédum PPDM-Malthus maelinga.

2.6.7 Real-time PCR d@ synum ur porski

Greiningarhaefni hvarfsins var préfud 4 synum ur geymslupolstilraunum a porski (sja lid 3.4.7). Til ad
meta greiningarhaefni adferdarinnar voru nidurstédur real-time PCR greiningar bornar sama vid
hefdbundna Malthus greiningu 4 rafleidni syna.

2.6.8 Profun d real-time PCR greiningarhvarfi i PCR taekjabunadi mismunandi framleidanda

P. phosphoreum greiningarhvarfid var profad a real-time PCR taekjabunadi fra prennum
framlei@endum: Stratagene MxP3005, Roche, ABI (nofn taekja). brenn frostpurrkud porsksyni ur
geymslupolstilraun Matis fra vori 2009 med pekktu og mismununandi magni bakteria voru notud til
samanburdarins. Magn P. phosphoreum s i synum hafdi adur verid akvardad med talningu af skalum.
DNA einangrun var framkvaemd, tvisyni fyrir hvert tiltekid syni og PCR greining framkvaemd. DNA
einangrun og PCR greining var framkvaemd af fjérum starfsmoénnun & prennum élikum PCR taekjum.



3 NIDURSTODUR

Adur en greint er fra nidurstodum er rétt ad Gtskyra Ct gildi sem kemur fram vida i nidurstédum.
Real-time PCR er jafnan keyrt i 40 hringi og vid hvern hring tvofaldast magn PCR afurdarinnar i syninu.
A dkvednum timapunkti i PCRinu verdur aukning & DNA myndun greinanleg og er sa timapunktur
kalladur ,,cycle threshold”” eda Ct. Ct gildid getur pvi verid fra 1-40 eftir pvi hvenaer aukning & DNA
greinist i taekinu. bvi lzegra sem Ct gildid er pvi meira var upphaflegt magn af DNA til stadar i syninu
(eda fjoldi bakteria).

A hluti - Sjukdémsvaldandi 6rverur

3.1 Salmonella

3.1.1 Greiningarhaefni Salmonella real-time PCR i mismunandi hrdefnum og hansnasaur.

Nidurstodur smitunartilrauna ma sja i toflu 1. Nidurstodur eru birtar fyrir minnstan smitstyrk
Salmonella i hverju hraefni (10-100 CFU/g). Salmonella greindist i 6llum smitudum hraefnum ad
undangengnu ad hdmarki sextan klukkustunda forraektunarskerfi (raektun yfir nétt). Styttri
reektunartimi naegdi til greiningar Gr hrognum, raekju, haensnasaur (8 kist) og fiskimjoli (12 kist).

Engin synataka var ur laxi og ysu eftir skemmri forraektun en sextan klukkustundir. Synataka eftir
skemmri forraektunarskref en atta klukkustundir var skodud fyrir hansnasaur og fiskimjol. Engin
mognun fékkst ur smitudu fiskimjoli undir télf klukkustunda forraektun (goégn ekki synd) en
Salmonella greindist ar hansnasaur eftir fimm klukkustundir i forreektun med haerri smitstyrk. Mynd
1 synir nidurstodur real-time PCR greininga Ur hansnasaur eftir smitstyrk og lengd forraektunar.

Tafla 1. Ct-gildi Salmonella real-time PCR greiningar tr smitunartilraunum i mismunandi hrdefni. Taflan synir Ct-
gildi (medaltél piggja meelinga) eftir mislangan forraektunartima, smitstyrkur er 10-100 CFU Salmonella/g.
Salmonella greinist i 6/lum synum ad undangenginni sextdn klukkustunda forraekt (SF taknar stadalfravik).

8 kist 12 kist 16 kist 20-24 klst
Hraefni/matrix Ct SF Ct SF Ct SF Ct SF

medaltal medaltal medaltal medaltal
Fiskimjol neg 0 27,6 0,5 X X 20 1,0
Hrogn 28,2 3,9 18,2 0,6 X X 15,3 0,2
Raekjur 28 0,8 X X X X 23,7 0,3
Lax X X X X 14,2 0,6 13,8 1,9
Ysa X X X X 18,8 1,2 18,8 7,7
hansnasaur 30,5 0,4 X X X X 27,8 1,1

X — engin synataka.

3.1.2 Samanburdur d greiningarheefni real-time PCR & Salmonella i haensnasaur vid
hefdbundnar reektunargreiningar

Greining a pvi hvort Salmonella sé til stadar i eldishépum kjuklingabua er gerd med synatoku Ur saur
kjuklinga (hvenzer i eldinu). Gerd var samanburdartilraun til ad bera greiningarhaefni Salmonella real-
time PCR vid hefdbundna raektunargreiningu (hvada adferd) & Salmonella Gr haensnasaur og er
nidurstodur pess samanburdar ad finna i to6flu 2. Nidurstédurnar syna sambeerilega greiningarhaefni
adferfanna tveggja @ smitudum hansnasaur. Syni smitud med yfir 10-100 CFU Salmonella/g greinast
Salmonella jdkvaed med badum adferdum. Salmonella greinist ekki i synum smitudum med 1-10
frumum eda minna.



M 10-100 CFU/g O 100-1000 CFU/g OI 1000-10.000 CFU/g
40

35 A

30 9

25 A +

_I_

20 1

Ct-gildi

15 A

10 7

5kist 8klst 20klst

Lengd forraektunar

Mynd 1. Grafid synir greiningu real-time PCR d Salmonella i haensnasaur eftir lengd forraektunarskrefs og
smitstyrks Salmonella. Med auknum tima i forraekt faest sterkara svar med real-time PCR. Areidanleg greining
feest eftir fimm klukkustundir i saur smitudum med fleiri en 100-1000 CFU Salmonella/g.

Tafla 2. Samanburdur d greiningarhaefni reektunargreiningar og real-time greiningar é Salmonella i haensnasaur
eftir 20kist forraeektun. Bddar adferdir greina syni smitud med yfir 10-100 CFU Salmonella/g sem Salmonella
jdakveed.

Smitstyrkur Salmonella Raektun gPCR
CFU/g saur Matis Ct
10°-10° pos 20,6
10%10° pos 23,5
10>-10* pos 25,7
10>-10° pos 29,7
1010’ pos 31,6
10°-10" neg neg
0-10° neg neg

3.1.3 Salmonella real-time PCR a ndtturulega smitudum synum

Alls hafa 99 kjuklinga- og kjuklingasaursyni verid keyrd samhlida med rsektunargreiningum og
Salmonella real-time PCR. Full samsvorun hefur fengist vid nidurstédur reektunnar med Salmonella
real-time PCR (nidurstdédur ekki syndar). Af pessum 99 synum hafa 9 syni greinst Salmonella jakveed
og 90 neikvaed. Ennfremur hafa verid keyrd 17 svinakjotssyni samhlida pjénustugreiningum, prja
beirra voru Salmonella jakveed og 14 neikvaed og stadfesti real-time greining ennfremur peer
nidurstddur.
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3.2 Campylobacter

3.2.1 bréoun Campylobacter real-time PCR greiningar

Stadalkdrvur fyrir mégnun real-time PCR adferdarinnar med Teg polymerasa Matis ma sja 8 myndum
2A og 2B. Linuleg mognun nadist yfir 5 prep & logaritmiskum skala, fra 38 ng DNA/uL nidur i 3.8x10™
ng DNA/uL styrk af einangrudu C. jejuni DNA. PCR haefni var reiknud ut fra hallatélu DNA styrks og
broskuldsgildis (Ct) (R=0.996) og reyndist 84.8%.

Campylobacter greiningarhvarfid var optimerad m.t.t. styrk innri viomidunargreiningar (IAC, internal
amplification control) og IAC preifara. Innra vidmidunargreining er hofd med til ad koma i veg fyrir
falskar neikveedar nidurstodur t.d. vegna PCR hindra eda mistaka i PCR uppsetningu. IAC mognun ar
sérteeku IAC hvarfi an Campylobacter DNA nadist nidur i 3 eintok IAC DNA per hvarf. Styrkur IAC {
greiningarhvarfi var finstilltur vid 1000 IAC eintok per hvarf, sem gaf siGbdna svorun uppur hring 30
(gogn ekki synd).

Amplification Plots Standard Curve
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Mynd 2. Radpynningar af Campylobacter jejuni DNA ur stofnasafni og mdgnun ur ur Campylobacter real-time
PCR greiningarhvarfi. Linuleg mégnun nddist yfir 5 staerdarprep, tr pynningum 10°-10". Rsq = 0.996 og reiknud
PCR haefni = 84.8% (B).

3.2.2 Greiningarhaefni Campylobacter real-time PCR i haensnasaur og kjuklingi.

Kénnun & greiningarhaefni hvarfsins 8 Campylobacter i haensasaur var préfud og synaundirbuiningur
finstilltur. Préfanir @ synaundirbuningi syndu ad betri neemni greiningar fékkst med synatoku smaerra
rammals ur forraekt til DNA einangrunar, 2 mL frekar en 10 mL. Aukin PCR hindrun orsakadist ef aukid
rammal synis var tekid til greiningar og naemni greiningarinnar minnkadi par med (gégn ekki synd).
Ennfremur syndu samanburdartilraunir ad DNA einangrun med Kingfisher banadi gaf betri naemni en
einangrun med Chelex kvodu. Til einféldunar & greiningarferli hefur Chelex adferd hins vegar verid
notud sem DNA einangrunaradferd og naemi hennar verid asaettanleg.

Greiningarhaefni Campylobacter real-time PCR hvarfsins ur kjuklingum var préfud med forraektun
smitadra syna yfir nétt. Greiningarhvarfid greindi Campylobacter med fullum areidanleika i 6llum
synum nidur i minnstan préfadan smitstyrk, 10-100 CFU/mL (gégn ekki synd).

Kannad var hvort stytta maetti forreektunarskref pannig ad skila maetti samdaegurs nidurstodum ur
greiningu. Tekin voru syni eftir, 2-4-6 og 20 klist i forreekt. Mynd 3 synir nidurstodur real-time PCR
greiningar eftir 2 og 20 kist forraektun syna. Ekki reyndist munur & greiningarhaefni hvarfsins ur
synatokum eftir 2, 4 og 6 kist; adeins syni med haestum smitstyrk greindust jakvaed. Eftir forraektun
yfir nétt (20kist) greindust syni smitud med 15-150CFU/g og yfir sem Campylobacter jakvaed (mynd
2). Ekki reyndist haegt ad greina syni an forraektunnar nema péttni Campylobacter i saurnum veeri i
kringum 10° CFU/g.
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35 4
30 4
25 4

20
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Lengd forrektunnar

Mynd 3. Grafid synir greiningu real-time PCR d Campylobacter i haesnasaur eftir 2 og 20 kst forraektunarskref
og vaxandi smitstyrk.

3.2.3 Samanburdur d greiningarheefni real-time PCR & Campylobacter i haensnasaur vid
hefdbundnar reektunargreiningar

Samanburdartilraun var gerd a greiningarheefni real-time PCR greiningar og tveggja reektunaradferda;
beinnar strikunnar & Cx skalar og faggildrar CCDA greiningar & Campylobacter. bekktu magni
Campylobacter var smitad beint Ut i forraektaraeti blandad floti af haensnasaur. Nidurstédur i toflu 3
syna a0 real-time PCR greining 8 Campylobacter Ur haensnasaur hefur sambaerilega greiningarhaefni
og faggild CCDA raktunaradferd. Badar adferdir greina syni smitud med 10-100 CFU/mL sem
Campylobacter javeedar med fullum areidanleika. Tvo prisyna smitud med 1-10 CFU/mL greindust
einnig jakvaed med PCR greiningu. Bein strikun 8 Cx skalar syndi nokkud minni naemni og su adferd
greindi syni smitud med 10°-10* CFU/mL og meiru sem Campylobacter jakvaed.

Séu syni tekin til DNA einangrunar med Chelex adferd minnkar namni real-time PCR greiningarinnar
og syni smitud med 10°-10* CFU/mL og meiru greinast jakvaed (gogn ekki synd). Neemni hennar er i
bvi tilfelli sambaerileg vid beina strikun @ Cx skalar.

Onnur samanburdartilraun & Cx strikun og real-time PCR greiningar med Chelex einangrun, par sem
saur var smitadur beint og pynntur saur pvinaest tekinn til forraeektunnar syndi einnig sambaerilega
greiningarhaefni Cx strikunnar og real-time PCR greiningar. Greiningarproskuldurinn hér reyndist 100-
1000 CFU/g fyrir real-time PCR og tifalt haerri fyrir Cx strikun.

3.2.4 Campylobacter real-time PCR greiningar d ndtturulega smitudum synum

Pjonustusyni fra kjuklingabium voru tekin til samhlida greiningar med Cx strikun og real-time PCR
greiningu. 28 syni voru samkeyrd og reyndust 6ll neikvaed med badum adferdum. Engar falskar
jakvaedar greiningar fengust med real-time PCR. Ekkert nattudrulega smitad syni barst til PCR
greiningar ad undandgenginni forraektun.

Tafla 3. Samanburdur & greiningarhaefni Cx og CCDA raektunargreininga og real-time PCR greiningar a
Campylobacter i haensnasaur.

Smitstyrkur Raektun PCR Ct +/- ST
CFU/mL CCDA Cx

10°-10° + + 13,1 +/-1,7
10%-10° + + 14,4 +/-1,5
10%*-10" + + 16,1 +/- 0,1
10%-10° + - 17,7 +/-1,2
10-100 + - 17,5 +/- 2,4
1-10 - - 27,5 +/- 10,9
0-1 - - 40,0 +/-0,0
0 - - 40,0
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3.3 Listeria monocytogenes

3.3.1 bréun L. monocytogenes real-time PCR greiningar

Stadalkdrvur fyrir mégnun L. monocytogenes real-time PCR med Teg polymerasa Matis Ur radpynntri
L. monocyogenes hreinraekt kom ageetlega ut. Linuleg moégnun nddist yfir 5 prep log skala. PCR
haefnin var 97.6% (efficiency). Fylgnistudull (R) DNA styrks og proskuldsgildis (Ct) var 0.927.
Greiningarhvarfid var finstillt m.t.t. styrk innri vidmidunargreiningar (IAC) og IAC preifara. IAC
mognun ur sérteeku IAC hvarfi an L. monocyogenes DNA nadist yfir atta prep a logaritmiskum skala.
Styrkur IAC i greiningarhvarfi var finstilltur vid 1000 IAC eintdk per hvarf, sem gaf si6buna svérun
uppur hring 30 (gégn ekki synd).

3.3.2 Greiningarhaefni L. monocytogenes real-time PCR i mismunandi afurdum

Smitunartilraunir voru gerdar i reekjum, fiskimjoli og mjolk til ad meta greiningarhaefni L.
monocytogenes real-time PCR hvarfsins i pessum afurdum. Listeria (10-100 CFU/mL smitstyrkur)
greindist i mjélk og fiskimjoli ad undandgenginni 12 kist forraektun. Forraektun yfir nott (24 kist) gaf
sterkari svérun, nidurstédur peirra smitunnar ma sja 8 mynd 4. Syni Ur reekjum greindust Listeria (1-
10 CFU/mL smitstyrkur) jakvaed med fullum areidanleika eftir 23 kist raektun. Jakvaed svorun fékkst ur
synum eftir skemmri forraektunarskref, allt nidur i 7 kist; en téluverdur breytileiki reyndist 8 peim
nidurstodum (mynd 5).

40 40

35 35

30 30 I
ok .
25 25 I
oni m 0 kdloniur
20 w0 kdloniur 0
W 70 kdloniur w70 koloniur

5 Haksloniue 314 ksloniur
10 10

< .

o 0

12 klst 24 klst 12 klst 24 klst

u

Mynd 4. Gréfin syna Listeria real-time PCR greiningar ur smitunartilraunum a fiskimjéli (vinstri) og mjolk (haegri)
eftir 12 og 24 kist forraektunarskref og tvenna smitstyrki L. monocytogenes.

45 -

40 |

2N '

30 4
25 | M 0-1 koléniur
W 1-10 koléniur
20 +
I 10-100 koloéniur
151 B100-1000 koléniur
10 4

7 klst 23 klst

Mynd 5. Grafid synir Listeria real-time PCR greiningar Ur smitunartilraunum reekjum eftir 7 og 24 klist
forraektunarskref og prenna smitstyrki L. monocytogenes.
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3.4 Vibrio parahaemolyticus

3.4.1 Uppsetning V. parahaemolyticus toxR og tdh real-time PCR greiningarhvarfa

Real-time PCR keyrslur @ radpynntu V. parahaemolyticus DNA syndi linulega mognun yfir 8 veldisfoll i
DNA styrkleika fyrir tdh hvarfié og 9 veldisfoll fyrir toxR hvarfid (mynd 6).

3.4.2 Sértaekni greiningarhvarfa

Nitjdn V. parahaemolyticus stofnar, asamt 7 6drum Vibro spp. stofnum voru raektadir og DNA
einangrad med Chelex adferd. Bakgrunnsupplysingar og nidurstédur PCR greininga 8 stofnunum med
toxR og tdh greiningarhvérfum ma sja i toflu 4. Allir V. parahaemolyticus stofnar utan einn syna toxR
mognun en enginn non-parahaemolyticus stofnanna 7 svérudu toxR PCR. Tvennir stofnar voru skradir
toxR neikvaedir en syndu toxR moégnun. Af 14 tdh jakvaett skradum stofnum, greindust 10 jakvaedir
med tdh hvarfinu og einn stofn er skradur var tdh neikveedur syndi mognun.

3.4.3 Profanir greiningarhvarfa a tilrauna-smitudum kraekling

Meltingarkirtlar kraeklinga voru smitadir med V. parahaemolyticus af pekktum smitstyrk. Nidurstédur
PCR greiningar ur tvennum smitunartilraunum eru syndar & myndum 7 og 8. Mynd 7 synir
nidurstoédur smitunnar par sem syni voru smitud med prennum styrkleikum V. parahaemolyticus: 0-1,
1-10 og 10-100 CFU/g. Engin mdgnun nadist eftir 4 kist forraekt en eftir forraektun yfir nott fékkst
sterk mégnun ar synum smitudum med 1-10 CFU/g og yfir. Mynd 8 synir smitun par sem syni voru
smitud med einum styrkleika V. parahaemolyticus 10-100CFU/g en i pessu tilfelli var siun syna fyrir
DNA einangrun gerd med 8um nitrdcellulasa filter en i fyrri smituninni var filtrering gerd gegnum
mun vidari moskva. Nidurstédur seinni smitunarinnar syna ad V. parahaemolyticus mégnun naest ur
Ollum synum pegar eftir einungis 3 klist forraekt.

5 tox R assay 25 tdh assay

40 40 4

35 35 4

30 30 4

25 25 4

20 20 4

15 15 4

10 10 T T T T T T T

8 7 6 5 4 3 2 1 9 8 7 6 5 4 3 2 1
serial diltuions of stock serial dilutions of stock

Mynd 6. Rea-time PCR greiningar @ radpynntu V. parahaemolyticus DNA med toxR (vinstri) og tdh
(haegri). Stadalkirva toxR hvarfsins hafdi R? = 0.965 og reiknada haefni 105%, hallatala var -3.118.
Stadalkurva tdh hvarfsins hafdi R? = 0.965 og reiknada haefni 96.6% og hallatala var -3.407.

Ct toxR B -~0.L1bacteria/g DG Ct tdh B -0.11bacteria/g DG
40 - 0 ~110 bacteria/g DG 40 4 == = 0 ~110 bacteria/g DG
s | I 0 ~10-100 bacteria/g DG 35 0O ~10-100 bacteria/g DG
30 J 30 4
25 J 25
20 J 20 4
15 | 15
10 - 10 4

5 5 1
0 T . 0 T ]
4 hours 21 hours 4 hours 21 hours
pre-enrichement pre-enrichement

Mynd 7. Smitunartilraun 1. Ct gildi toxR og tdh real-time PCR greininga eftir 4 og 21 kist forraektun d
meltingarkirtlum (DG) kraeklinga smitudum med prennum radpynningum af V. parahaemolyticus.
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ct toxR Ct tdh

40 1 40 -
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30 + I 30 A
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20 J 20 - T
15 - 15 - J_
10 | 10

5 4 5

0 ) 0 : .

3 kst 19 kist 3 kst 19 klst
Forraktunartimi Forraktunartimi

Mynd 8. Smitunartilraun 2. Ct gildi toxR og tdh real-time PCR greininga eftir 3 og 19 kist forreektun 4
meltingarkirtlum (DG) kraeklinga smitudum med 10-100 CFU V. parahaemolyticus.

Tafla 4. Listi yfir Vibrio spp. stofna sem préfadir voru med tdh og toxR real-time PCR hvorfum.
Misraemi milli PCR greiningar og skraningar er litad med gulu.

Strain nr. ToxR PCR thd PCR
V. parahaemolyticus V05/001 + + - -
V. parahaemolyticus V05/002 + + + +
V. vulnificus V05/003 - - - -
V. fluvialis V05/004 - - - -
V. hollisae V05/006 - - - -
V. cholerae V05/008 - - - -
V. parahaemolyticus V05/009 + + - -
V. parahaemolyticus V05/010 - + + +
V. parahaemolyticus V05/016 - + - +
V. parahaemolyticus V05/017 + + + +
V. parahaemolyticus V05/020 + + - -
V. parahaemolyticus V05/025 + + + -
V. parahaemolyticus V05/026 + + - -
V. parahaemolyticus V05/027 + + + -
V. parahaemolyticus V05/029 + + + -
V. parahaemolyticus V05/032 + - + -
V. parahaemolyticus V05/035 + + - -
V. parahaemolyticus V05/036 + + - -
V. vulnificus V05/039 - - - -
V. cholerae V05/040 - - - -
V. alginolyticus V05/041 - - - -
V. parahaemolyticus V05/062 + + + +
V. parahaemolyticus V05/063 + + + +
V. parahaemolyticus V05/064 + + + +
V. parahaemolyticus V05/065 + + + +
V. parahaemolyticus V05/066 + + + +
V. parahaemolyticus V05/067 + + + +
V. parahaemolyticus V05/068 + + + +
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B hluti - Sérvirkar skemmdarorverur

3.5 Pseudomonas spp.

3.5.1 Hénnun Pseudomonas spp. primera

Eftir vidteeka leit af erfdamarki fyrir Pseudomonas var akvedid ad notast var vid CarA genid sem
hentar vel vegna vel vardveittra sveeda i geninu. Vardveitt sveedi i CarA geni Pseudomonas spp. ma
sja & samrodun (tafla 4) og voru pessi sveedi notud til ad smida sértaeka primera. PCR afurdin er 165
bp. Fremri primer gaf fulla samsvoérun vid P. flourescens, P. putida, P. mendocina, P. syringae, P.
chlororaphis, P. aureofaciens, P. aurantiaca og 1 basa misvisun vid P. resinovirans, tolaasi og P.
maginalis. Aftari primer gaf fulla samsvérun vid P. flourescens, P. putida P. chlororaphis, P.
aureofacinesm, P. aurantiaca, P. lundensis, P. marginalis og 1 basa misvisun vié P. agarici.

bessir primerar greina Pseudomonas hdépa | og Il samkvaemt skilgreiningu Shewan et al ((Shewan,
Hobbs et al. 1960)heimild).

Tafla 4. Samanburdur primera (nedst) vid carA samradanir. Efstu dtta radirnar voru fengnar gegnum NCBI en
beer prjdr nedstu voru radgreindar i pessari rannsokn.

Tegund (accession)

Forward primer (5-'3)

LNA preifari (5°-3)

Reverse primer (5°-'3)

P. putida (DQ178193) CAACAGATCGTTACCCTGACTT ..GCCAGTTGCTCGC.. GGCTTTCAGGTAGTCGGACAG
P. putida (DQ178194) CAACAGATCGTTACCCTGACTT ..GCCAGTTGCTCGC.. GGCTTTCAGGTAGTCGGACAG
P. putida (DQ178195) CAACAGATCGTTACCCTGACTT ..GCCAGTTGCTCGC.. GGCTTTCAGGTAGTCGGACAG
P. putida (DQ178196) CAACAGATCGTTACCCTGACTT ..GCCAGTTGCTCGC.. GGCTTTCAGGTAGTCGGACAG
P. fluorescens (DQ178197) CAACAGATCGTTACCCTGACTT ..GCCAGTTGCTCGC.. GGCTTTCAGGTAGTCGGACAG
P. fluorescens (DQ178198) CAACAGATCGTTACCCTGACTT ..GCCAGTTGCTCGC.. GGCTTTCAGGTAATCGGACAG
P. fluorescens (DQ178200) CAACAGATCGTTACCCTGACTT ..GCCAGTTGCTCGC.. GGCTTTCAGGTAATCGGACAG
P. fluorescens (DQ178201) CAACAGATCGTTACCCTGACTT ..GCCAGTTGCTCGC.. GGCTTTCAGGTAATCGGACAG
Pseudomonas sp. Group | CAGCAGATCGTTACCCTGACTT ..GCCAGTTGCTCGC.. GGCTTTCAGGTAATCGGACAG
Pseudomonas sp. Group Il CAGCAGATCGTTACCCTGACTT ..GCCAGTTGCTGGC.. GGCTTTCAGGTAATCGGACAG
P. fluorescens (Strain 31) CAGCAAATCGTTACCCTGACTT ..GCCAGTTGCTCGC.. GGCTTTCAGGTAATCGGACAG
Oligos for PCR CARCARATCGTTACCCTGACTT GCCAGTTGCTCGC GGCTTTCAGGTARTCGGACAG

3.5.2 Finstilling greiningarhvarfs

SYBR-green hvarf var finstillt m.t.t. PCR hitapréfils og hvarfefna bléndu. | sumum tilfellum gaf 55°C
annealing hitastig folsk jdkvaed svor, en med haekkun upp i 57°C matti koma i veg fyrir pessa
krossmognun. Primerstyrk var haldid vid 200 nM og med pessari uppsetningu nadist fullnaegjandi
sérteekni og naemni.

3.5.3 Sértxekni

A peim stofnum sem Pseudomonas spp. SYBR green real-time PCR hefur verid préfad hefur hvarfid
reynst areidanlegt. Allir Pseudomonas spp. stofnar hafa greinst og engin folsk jakvaed svor fengist
(tafla 5).
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Tafla 5. Stofnar profadir med Pseudomons spp. greiningarhvarfi. Stofnar adkeyptir eda einangradir ur islenskum

porski og ysu.

Tegund Samls?/i)run Kenninimer Uppruni/ Fioldi SY?R Ta?Man
(%) DMSZ no. Stofna  Svérun  svdrun

Pseudomonas fluorescens 100 AY092072 Haddock 2 + Nd
Pseudomonas fluorescens 99 AY581137 Haddock 2 + Nd
Pseudomonas sp. 97 AY689025 Haddock 1 + Nd
Pseudomonas fluorescens 100 AF336352 Cod 5 + Nd
Pseudomonas fluorescens 100 AY092072 Cod 1 + Nd
Pseudomonas libanensis 100 DQ288882 Cod 2 + Nd
Pseudomonas tolaasii 100 EU169178 Cod 1 + Nd
Photobacterium phosphoreum 100 DQ099331 Cod 5 - Nd
Acinetobacter sp. 100 AJ301674 Cod 2 - Nd
Shewanella sp. 100 EU016165 Cod 18 - Nd
Shewanella putrefaciens 100 AB205574 Cod 1 - Nd
Shewanella hanedai 100 DQO011269 Cod 1 - Nd
Stenotrophomonas maltophilia 100 EU263112 Cod 1 - Nd
Pseudoalteromonas sp. 100 EU195932 Cod 6 - Nd
Aeromonas sobria isolate 100 DQ133179 Cod 7 - Nd
Pseudomonas spp. Group | Nd Cod 2 + +
Pseudomonas spp. Group I Nd Cod 2 + +
Pseudoalteromonass sp. Group Il Nd Cod 2 - -
Pseudoalteromonass sp. Group IV Nd Cod 2 - -
Pseudomonas fluorescens Nd DSMZ 6609 1 + +
Pseudomonas fluorescens Nd DSMZ 50090 1 + +
Pseudomonas fluorescens Nd DSMZ 50415 1 + +
Pseudomonas fragi Nd DSMZ 3456 1 + -

3.5.4 Neemi og linuleiki real-time PCR greiningar.
Linuleg mognun nadist med Pseudomonas spp. SYBR green greiningarhvarfinu yfir 7 prep a
logaritmiskum skala, fra 40 eintokum CarA i hvarfi up i 4x10® einték hvarf. Meltikirva PCR afurdar
synir ad braedslumark hennar er 87,5°C (mynd 7)

35

10
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1000 +
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-1000
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Mynd 7. CarA Real-time PCR til magngreiningar @ Pseudomonas spp. Tifaldar radpynningar ¢ d TOPO vector
med innlimudu CarA geni var keyrt med PCR. Stadalkiurva med Rsq = 0,994 og reiknada PCR haefni uppd 96,7%
nddist med DNA styrk yfir 7 pbrep & logaritmiskum skala (vinstri). Breedslumark PCR afurdarinnar var 87,5%

(haegri).
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3.5.5 Areidanleiki

Stadalinn sem notadur var til magnmeelinga var akvardadur uatfrd pekktri steerd plasmids og
ljdsmaelingum & hreinsudu DNA. begar magnakvardanir skv. stadlinum voru bornar saman vid beinar
talningar af skalum kom i ljés 1.36 log (SD=0.4) eininga misreemi milli meaelingaradferdanna tveggja
(mynd 8A). Til kvérdunar stadalsins gegn talningum var pessi mismunur dregin fra magnmaelingum
real-time PCR greiningarinnar (Mynd 8B). Bestri samsvorun milli adferdanna var nad milli 2 og 6
bynninga (log eining). Magngreining var gerd ur 6llum pynningum i real-time PCR og med talningum
af skdlum. Adeins var mogulegt ad akvarda fjolda bakteriu kélonia (CFU) & tveimur nedstu pynningum
bar sem medaltal af prisynum var 11 og 118 CFU/mL.

10 10
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R =0,9818 y= 1F';°fgxgégé42“
i g =0,
8 _ *
E
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T 3 3 3
15
(@]
24 2
14 1
0 . . . . . . . 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Cultivation (Log10CFU/mL) Cultivation (Log10CFU/mL)

Mynd 8. Samanburdur d magngreiningu Pseudomonas spp. med real-time PCR og talningu af skdalum. Beinn
samanburdur (A) og leidréttur real-time PCR samanburdur (B). Lokud form eru real-time PCR gildi og opin form
nidurstédur raektanna. Med raektunum er gert rdd fyrir 100% linuleika fyrir heerri smitstyrki par sem beinar
talningar voru ekki mégulegar.

3.5.6 Real-time PCR d natturulega smitudum synum

Real-time PCR greining & Pseudomonas spp. var gerd & synum sem safnad var ur geymslupolstilraun a
borski og beitarfiski (Tilapia). Porskurinn var geymdur vid mismunandi hitastig i loftteeamdum
umbudum og i andrumslofti. Magn Pseudomonas spp. i synunum var borid saman med talningu af
skalum og kvardadri real-time PCR adferd. Gott samraemi var milli adferdanna tveggja (mynd 9 og
10). A8 metaltali reyndist 0.4 (+/- 0.6) log eininga mismunur & milli adferdanna. Af konnudum synum
syndu 66% 0-0.5 log,o breytileika fra talningum af skdlum, 25% syndu 0.5-1 log,, breytileika og 6%
syndu 1-1.5 log,q breytileika fra talningu af skalum.

Til ad syna fram & getu Pseudomonas spp. greiningarhvarfsins til magngreiningar a4 68rum
fisktegundum en porski var magn Pseudomonas i synum Ur geymslupolstilraun & beitarfiski greint
med CFC talningum og real-time PCR. Gott samraemi var & milli adferdanna tveggja (mynd 11). Tvo
syni gafu ekki mognun med PCR. Badi innihéldu samkveemt reektun 20 CFU/g sem eru nedri mork
reektunaradferdarinnar. Ein kdlonia sem vex upp i mestri pynningu myndi samsvara 20 CFU/g. Likur
eru a pvi ad engin Pseudomons spp. fruma finnist i ImL rdmmali synis vid petta laga péttni frumna.
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Mynd 9. Tengsl milli reektunnar og real-time PCR til magngreiningar d Pseudomonas spp. Syni voru tekin |
geymslupolstilraun haustid 2006 (A) og 2007 (B). Synanumer eru ekki i timardd innan hvers synatékutimabils.
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Mynd 10. Samsvérun magngreininga d Pseudomonas spp. med reektun (x-ds) og real-time PCR (y-ds) @ synum ur
geymslupolstilraunum. Syni voru tekin ur fiski geymdu i loftteemdum umbudum (prihyrningar) og andrumslofti
(kassar).
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Mynd 11. Samanburdur @ magngreiningu Pseudomonas spp. i synum ur geymslupolstilraun & beitarfiski med
reektun og real-time PCR.
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3.5.7 Sannprofun Pseudomonas adferdarinnar

Adferdin var sannprofud af samstarfsadilum i Evrépu par sem 4 taeknimenn, af mismunandi
rannsoknarstofum, keyrdu Pseudomonas greininguna 4 PCR taekjum frd tveim framleidendum
(Stratagene og ABI). Tafla 6 tekur saman 6ll medaltél og stadalfravik fengin i tilrauninni og mynd 12
synir dreifingu allra maeligilda 4 hvert syni sem préfad var.

Tafla 6. Medaltal magngreininga @ bakteriufjélda i logaritmiskum einingum @ taeknimenn og PCR taeki.

Syni  2-534  Syni 3-57  Syni 3-59
Taeknimadur::PCR taeki medaltal medaltal medaltal
(stadalfravik) (stadalfravik) (stadalfravik)
Taeknimadur A, Stratagene taeki 1.81(0.12) 4.14 (0.07) 4.10 (0.09)
Taeknimadur A, ABI taeki 1.95 (0.23) 4.33 (0.04) 4.23 (0.07)
Medaltal taeknimanns A 1.88 (0.18) 4.23 (0.12) 4.16 (0.10)
Taeknimadur B, Stratagene taeki 1.82 (0.16) 4.21(0.16) 3.96 (0.06)
Taeknimadur B, ABI taeki 1.94 (0.19) 4.55 (0.04) 4.27 (0.11)
Medaltal taeknimanns B 1.88 (0.18) 4.38 (0.21) 4.09 (0.18)
Taeknimadur C, Stratagene taeki 1.75 (0.27) 4.24 (0.24) 4.19 (0.09)
Taeknimadur C, ABI taeki 2.11 (0.16) 4.46 (0.24) 4.29 (0.06)
Medaltal taeknimanns C 1.93 (0.28) 4.35 (0.25) 4.24 (0.09)
Taknimadur D, Stratagene teeki 1.48 (0.36) 4.11 (0.05) 3.69 (0.08)
Taeknimadur D, ABI taeki 1.71 (0.25) 4.48 (0.10) 4.07 (0.10)
Medaltal taeknimanns D 1.60 (0.31) 4.30 (0.21) 3.88 (0.22)
Medaltal 4 Stratagene taeki 1.71 (0.26) 4.17 (0.14) 3.99 (0.21)
Medaltal 4 ABI taeki 1.93 (0.24) 4.46 (0.15) 4.21(0.12)
Heildarmedaltal (stadalfravik) 1.82(0.27) 4.08 (0.20) 4.09 (0.20)
Stadalfravik endurgeranleika (reproducability) 14.8% 5.0% 4.9%
Dreifing endurtakanleika (repetability) 6.5-24.1% 1.0-5.6% 1.4-2.5%
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Mynd 12. Dreifing allra meeligilda taeknimanna A,B,C og D radad eftir synum og PCR tzki. Y-dsinn synir

Logq CFU/g
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3.6 Photobacterium phosphoreum

3.6.1 Hénnun primera og preifara

Nokkur gen og primerarar voru préfadir i pessum verkhluta. Gen a bord vid TMAO reductasi, hdc, lux
genagengid og 16S rRNA voru talin alitleg i fyrstu. Préfanir a lux genagenginu syndu ad ekki reyndist
unnt ad fa jakveeda svorun pratt fyrir péd nokkra umleitan. A6 lokum tokst ad stadsetja vardveitt
svaedi i 16S geni P. phosphoreum sem var 6lik vidmidunarréodum Ur 68rum tegundum bakteria og var
bad pvi notad til smidi primera sem magna upp 64bp afurd asamt TagMan preifara i midri
markrédinni.

3.6.2 Neemni, linuleiki og sértaekni

Greiningarhvarfid syndi gé6a naemni og sértekni, linuleg mognun Ur radpynningum af P.
phosphoreum DNA nadist fra u.p.b. 45x10” nidur i 45 eintdk af 165 geninu. Reiknud PCR haefni var
99.1% og R’ studull var 1.000 (mynd 13).

Mynd 13. sértaekni P. phosphoreum greiningar @ tiféldum radpynningum d P. phosphoreum DNA, fra 45 -
45x10 eintékum 16S gens per hvarf.

Kénnun & sértaekni hvarfsins syndi sterka moégnun ur P. phosphoreum stofnum. Nokkur krossmégnun
vid Oskildar tegundir fékkst med SYBR green uppsetningu en med innleidingu TagMan preifara i
hvarfid var komist fyrir dsértaeka moégnun ur peim stofnum sem pegar hafa verid préfadir (Tafla 7)

3.6.3 Real-time PCR greining @ ndtturulega smitudum synum

Real-time PCR greining a P. phosphoreum. var gerd 4 synum sem safnad var ur geymslupolstilraun 3
borski. borskurinn var geymdur vid mismunandi hitastig i loftteamdum umbudéum og i andrimslofti.
Magn P. phosphoreum i synunum var borid saman med Malthus adferé og kvardadri real-time PCR
adferd. Gott samraemi var milli adfer6anna tveggja. Mynd 14 synir nidurstddur magngreininga med
adferdunum tveimur a synum sem tekin vorum med reglulegum millibili vid geymslu a fiski og mynd
15 samraemi adferdanna tveggja.

Pp counts - gPCR Pp counts - Malthus
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Mynd 14. Magndkvérdun P. phosphoreum i porskflokum ur geymslupolstilraun med real-time PCR greiningu
(vinstri) og raektun (haegri).
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Tafla 7. Stofnar sem profadir hafa verid fyrir sértaekni Photobacterium phosphoreum PCR hvarfs. Stofnar voru
fengnir ur ysu og fiskvinnsluumhverfi

Tegund® Fjoldi stofna Svorun

Photobacterium phosphoreum 26 +
Shewanella baltica 19 -
Shewanella sp. 12 -

[EEN
N
'

Pseudomonas

Brochothrix sp.
Photobacterium phosphoreum’
Psychrobacter sp.
Pseudoalteromonas sp.
Aeromonas sobria
Chryseobacterium
Arthrobacter

Acinetobacter
Stenotrophomonas maltophilia

P P R R P N NN W o
1

Shewanella hanedai
1Tegund var akvordud med 16S rRNA radgreiningu
2Grunur leikur 4 um ad pessir tilteknu stofnar hafi verid ranglega skilgreindir en eru haféir
hér med engu ad sidur

10 -
. | y = 0,9826x
- R?=0,8347
B
S 6 -
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= 4 4
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Raektun (Log10 CFU/g)

Mynd 15. Samraemi milli magngreiningar real-time PCR og raektunar a P phosphoreum i porskflokum ur
geymslupolstilraun.
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3.6.4 Sannprofun Photobacterium adferdarinnar

Adferdin var sannprofud af samstarfsadilum i Evrépu par sem 4 taknimenn, af mismunandi
rannsoknarstofum, keyrdu Photobacterium phosphoreum greininguna & PCR taekjum fra tveim
framleidendum (Stratagene og ABI). Tafla 8 tekur saman 6ll medaltdl og stadalfravik fengin i
tilrauninni og mynd 16 synir dreifingu allra mzeligilda 4 hvert syni sem préfad var.

Tafla 8. Medaltal magngreininga d bakteriufjélda i logaritmiskum einingum @ taeknimenn og PCR taeki.

Syni  2-534  Syni 3-57  Syni 3-59
Taeknimadur::PCR taeki medaltal medaltal medaltal
(stadalfravik) (stadalfravik) (stadalfravik)

Taeknimadur A, Stratagene teeki 1.52 (0.02) 6.58 (0.36) 6.62 (0.33)
Taeknimadur A, ABI taeki 1.44 (0.47) 5.52 (0.33) 6.00 (0.18)
Medaltal taeknimanns A 1.48 (0.28) 6.05 (0.67) 6.31 (0.42)
Taeknimadur B, Stratagene taeki 1.62 (1.26) 6.05 (0.14) 5.46 (0.85)
Taeknimadur B, ABI teeki 0.84 (0.52) 5.52 (0.64) 4.35 (2.40)
Medaltal teknimanns B 1.23 (0.91) 5.79 (0.49) 4.91 (1.61)
Taeknimadur C, Stratagene taeki 1.60 (0.59) 6.87 (0.27) 6.92 (0.16)
Taeknimadur C, ABI taeki 0.99 (0.20) 5.54 (0.21) 5.90 (0.02)
Medaltal taeknimanns C 1.29 (0.50) 6.20 (0.80) 6.41 (0.59)
Taeknimadur D, Stratagene taeki 1.26 (0.23) 7.14 (0.42) 6.76 (0.01)
Taeknimadur D, ABI taeki 1.14 (--) 5.48 (0.09) 5.64 (0.23)
Medaltal taeknimanns D 1.22(0.17) 6.31 (0.98) 6.21 (0.66)
Meéafltaul a Stratagene taeki framkveemt af 6llum 1.50 (0.55) 6.66 (0.49) 6.44 (0.71)
teeknimonnum
Medaltal @ ABI teeki framkvaemt af 6llum taeknimdénnum 1.10(0.39) 5.52 (0.29) 5.48 (1.16)
Heildarmedaltal (stadalfravik) 1.31(0.51) 6.09 (0.71) 5.96 (1.05)
Stadalfravik endurgeranleika (reproducability) 39.1% 11.6% 17.7%
Dreifing endurtakanleika (repetability) 1.4-77.7% 1.7-11.6% 0.1-15.5%
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Mynd 16. Dreifing allra meaeligilda taeknimanna A,B,C og D radad eftir synum og PCR taeki. Y-dsinn synir Logg
CFU/g
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4 UMRADUR

bpessi skyrsla lysir préun Orverurannséknardeildar Matis & hradvirkum real-time PCR
greiningaradferéum 4  matvaelasyklunum  Campylobacter,  Salmonella  og Listeria i
landbunadarafurdum annarsvegar og V. parahaemolyticus og sérvirku skemmdardérverunum
Pseudomonas spp. og Photobacterium phosphoreum i sjavarfangi hinsvegar.

Adferdirnar eru annad hvort magnbundnar maelingar 4 6rverum eda stadfesting a pvi hvort syklar séu
til stadar eda ekki. Syklar eru oft & tidum i mjog litlu magni i matveelum og eru vart greinanlegir dn
forreektunar 4 syninu p.e. synid er blandad vid aeti sem vekja tiltekin sykil sem leitad er eftir og
studlar ad frekari vexti peirra. Eftir forreektun, sem oftast varir i 18-24 kist eru meiri likur a ad sykillinn
greinist sé hann til stadar en 4 sama tima er ekki haegt ad maela upphaflegt magn sykilsins.
Magnbundnu greiningarnar sem prdadar voru i verkefninu beindust ad bakterium sem davallt eru til
stadar, sérvirkar skemmdarbakteriur. baer vaxa og dafna 4 medan a geymslu stendur en vaxtarhradi
beirra dkvardast af ytri adstaedum s.s. hitastigi og 68rum geymsluskilyrdum. | pessum tilvikum er pvi
gagnlegra ad geta maelt magn skemmdardrveranna og fa um leid éhlutdraegt mat 4 geedum fisksins.
Rannsoknir hafa synt ad ymsar tegundir bakteria prifast i matvaelum en sumir hépar bakteria studla
meira ad skemmdarahrifum. bvi hafa paer verid nefndar sérvirkar skemmdarbakteriur.

[ flestum greiningaradferdum sem settar voru upp var notast vid Teg polymerasann til ad knyja PCR
hvarfid. betta ensim er i eigu Matis og pvi attu ad vera talsverdir moguleikar a framleidslu odyrari
greiningarsetta en margir erlendir samkeppnisadilar hafa tok & sem purfa ad reida sig & dyrari
polymerasa @ almennum markadi. betta geeti styrkt samkeppnisstodu pessara setta sé litid til
framtidar.

A hluti - Hradvirkar greiningaradferdir a sjukdomsvaldandi 6rverum.

Salmonella & Campylobacter

Hradvirkar real-time PCR adferdir til greininga 4 Salmonella og Campylobacter hafa verid fullmdétadar.
Profanir & Salmonella real-time PCR greiningarhvarfinu i mismunandi afurdum og samanburdur vid
greiningarhaefni hefébundinna raektunargreininga gafu géda raun. Samanburdur a greiningarhafni
Salmonella real-time PCR greiningar i hansnasaur (sem var erfidasti efnividurinn vidfangs, sékum
PCR hindra i saurnum) vid faggilda NMKL (Nordisk metodikkomité for Neeringsmidler) raektunar
adferd syndi ad neemni adferdanna var sambeerileg. Hvor um sig greindi saursyni smitué med 10-100
Salmonella/g saur sem jakvaed. Salmonella real-time PCR greiningarhvarfid greindi Salmonella
ennfremur med fullum areidanleika i 6llum 68rum hraefnum, p.e. fiskimjéli, hrognum, raekju, laxi og
ysu, sem profud voru og mengud med 10-100 CFU/g eBa haerri smitstyrk ad undangenginni 8-16
klukkustunda forraektun.

Préfanir & greiningarhaefni Campylobacter adferdarinnar i haensnasaur og kjuklingum hafa ad sama
skapi synt ad greina ma bakteriuna i synum sem innihalda adeins 10-100 CFU/g med fullum
areidanleika ad undandgenginni forreektun yfir nétt. Til samanburdar ma nefna ad almennt er
forreektun 18-24 klukkustundir, med peim adferdum sem notadar eru i dag, a6ur en sad er 3
hefébundid raektunaraeti. Samanburdur vid faggilda NMKL raektun syndi ennfremur ad real-time PCR
adferdin hafdi neemni sem var sambaerileg eda meiri en faggild NMKL raektun.

Kannadur var moguleiki 4 styttingu forraektunarskrefs fyrir synatdku nidur i 4-5 kilst. Med pvi méti
meetti ljuka greiningu @ einum vinnudegi og skila nidurstodum samdaegurs. baer préfanir syndu ad
med nuverandi uppsetningu var ekki haegt ad fa areidanlega stadfestingu & smiti med naegjanlegri
namni eftir svo stutta forraektun. Fyrirkomulag greininganna med ndverandi uppsetningu yrdi pvi &
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bann mata ad syni yrou forraektud yfir nott og tekin til PCR greiningar ad morgni naesta dags.
Nidurstodur greiningarpréfa myndu pa gefa nidurst6dur um hadegi daginn eftir ad syni baerust til
greininga. Greiningarferlid hefur pvi verid stytt Ur peim 5-7 dégum sem raktunargreiningar taka,
nidur i einn sélarhring med real-time PCR greiningum a Salmonella og Campylobacter.

Vidtekar préfanir @ areidanleika Salmonella real-time PCR greiningarhvarfsins voru gerdar med
samkeyrslu vid pjénustusyni sem send voru til greiningar a pjénustudeild Matis. Yfir hundrad syni ar
kjuklingum, svinakjoti og hansnasaur voru greind samhlida med raektunargreiningu og real-time PCR
greiningu. Syndi sa samanburdur fulla samsvérun milli adferdanna. Oll syni sem greindust jakvaed vid
raektun svorudu jakvaett med real-time PCR og engar falskar jakveedar greiningar voru gerdar.
Areidanleiki real-time PCR greiningarhvarf fyrir Salmonella fyrir pau syni sem pegar hafa verid préfud
jafnast pvi a vid faggilda NMKL samanburdaradferd.

Ekki hefur reynst mogulegt ad kanna til hlitar dareidanleika Campylobacter adfer8arinnar 3
nattdrulega smitudum synum par sem erfitt reyndist ad fa jakvaed syni. Greiningarhvarfid hefur hins
vegar verid keyrt 4 fjolda ésyktra Campylobacter haensnasaursyna og hafa engin folsk jakveed svor
komid fram.

Almennt séd gekk uppsetning Campylobacter og Salmonella greiningarhvarfa vel og sett markmid
hafa nddst. Nidurstédur okkar syna ad real-time PCR greiningarprofin sem sett hafa verid upp til i
bessu verkefni til greininga & Salmonella og Campylobacter hafa sambeerilega og jafnvel meiri neemni
en peer faggildu NMKL adferdir sem notadar voru til samanburdar. Badar malingar ma nu nyta a
rannsoknarstofu Matis og innleiding & hradvirkum Salmonella malingum fyrir islenskan
matveaelaidnad er nu raunhaefur kostur. Til ad bjéda megi adferdirnar sem fullgildar pjénustumaelingar
verdur hins vegar ad kanna dreifanleika adferdanna tveggja betur med frekari samkeyrslu a
nattarulega smitudum og osmitudum synum. Faggiltar Salmonella greiningar er ekki haegt ad
framkvaema ad svo stoddu med pessari adferd. Til ad svo megi ver6a parf mun vidtaekari
sannprofanir af 6hdadum adilum (external validation) med toluverdum tilkostnadi. Hugsanlegt er ad
farid verdi ut i slikt ef efni standa til. Einnig til ad pessar greiningar geti nyst vid faggiltar maelingar a
rannsoknarstofum sem gefa Ut vottord fyrir Gtflutning. Reglugerdir Evréopusambandsins er varda
Campylobacter eru ekki jafn strangar og t.a.m. fyrir Salmonella sem gerir pad ad verkum ad
audveldara zetti ad reynast ad fa adferdina vidurkennda til pjonustumaelinga hérlendis. Med peim
samanburdi sem settur hefur verid fram i pessari skyrslu ma telja ad mogulegt veeri ad fa adferdina
sampykkta af MAST. Adferdin hefur verié borin saman vié naverandi greiningaradferdir og neemni
hennar hefur reynst fyllilega sambzerilegt vid faggilda reektunaradferd NMKL (numer) og strikun & Cx
2ti sem er su adferd sem almennt er nd notud til pjénustugreininga @ Campylobacter i slaturstofnum
kjuklingabua.

Listeria & Vibrio

Uppsetning greiningaradferda fyrir Listeria monocytogenes | landbuUnadarafurdum og Vibrio
parahaemolyticus i skelfiski tokust vel. Hér & landi og vidar er krafa um eftirlit & V. parahaemolyticus
og Listeria monocytogenes minni en t.a.m. fyrir Salmonella og Campylobacter. b6 er ekki sidur
mikilvaegt ad hafa hradvirkar greiningar a takteinunum fyrir pessa sykla pegar porf krefur.

Listeria smit hefur gegnum tidina einkum verid tengt neyslu sjdvarafurda, einkum raekju sem og
mjélkurafurda. Tidni bakteriunnar i fisk- og raekjuvinnslum hefur minnkad mikid undanfarinn aratug
vegna betra hreinlaetis og pekkingar @ smitleidum. Gerilsneyding mjélkurvara kemur ennfremur i veg
fyrir smit vid neyslu mjélkurvara en pdé eru krofur um eftirlit med L. monocytogenes vid framleidslu a
mjolkurafurdum. Real-time PCR adferd til greiningar a Listeria var sett upp og neemni hennar profud a
tilraunasmitudu fiskimjoli, raekjum og mjoélk. Nidurstodur peirra profana syna ad med adferdinni ma
greina L. monocytogenes i pessum afurdum a innan vid sélarhring pratt fyrir ldgan smitstyrk sykilsins
(10-100 CFU/ml). Ekki var farid i sannpréfun & dreidanleika adfer8arinnar med nattdrulega smitudum
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synum innan verkefnisins enda litid af jdkvaedum Listeria smitudum synum sem greinast hérlendis
arlega.

Settar voru upp tvennar real-time PCR adferdir til greiningar & Vibrio parahaemolyticus i skelfiski.
Annarsvegar adferd til greiningar a sjukdémsvaldandi V. parahameolyticus og hins vegar heildar V.
parahaemolyticus. V. parahaemolyticus stofnar eru ekki allir sjutkdémsvaldandi og pvi mikilveegt ad
buda yfir greiningaradferdum sem greint geta a milli skadlegra og meinlausra stofna. Nidurstodur
profana syna ad naemni adferdanna er gdd i tilraunasmitudum kraeklingi og greina ma kraekling
smitadan med litlu magni V. parahaemolyticus (10-100 CFU/g) eftir farra klukkustunda forraektun.
Areidanleiki adferdarinnar var préfadur @ nokkrum tugum syna innan pessa verkefnis sem syndu
nokkurt misreemi vid bakgrunnsupplysingar peirra stofna er préfadir voru. Frekari sannpréfun
adferdanna og finpussun vankanta er ad vaenta.

Algengi V. parahaemolyticus hér vid land er ekki pekkt par sem engar rannsdknir hafa farid fram 3
algengi Vibrio tegunda i sj6 vid island. Asteedu pessa ma ekki hvad sist rekja til pess ad litid hefur
borid 4 Vibrio tegundum hérlendis. Voxtur V. parahaemolyticus er hadur hitastigi sjdvar og greinast
baer oftar par sem sjavarhiti er milli 10-30°C og sjaldan pegar sjavarhiti er kominn undir 15°C
(www.shellfishquality.ca). Sumarhiti sjavar hér vid land hefur undanfarin ar vida maelst milli 12-13°C
og pess pvi varla langt ad bida par til bakterian gerir vart vid sig i strandsjoé hér vid land. Dreifing
Vibrio tegunda hefur aukist mjég undanfarinn aratug og finnst hdn nu vida a sveedum par sem hana
var ekki adur ad finna (Martinez-Urtaza, Lozano-Leon et al. 2008). bessi aukna Utbreidsla hefur pa
einnig haft i for med sér vaxandi vandamal & raektunarsveedum skelfisks i Evrépu og N. Ameriku.
Sykingar af véldum V. parahaemolyticus voru nanast dpekktar i Evrépu fram til 1998 (Martinez-
Urtaza, Simental et al. 2005). Sjukdémsvaldandi 03:K2 V. parahaemolyticus hefur ni einnig borist til
Evrépu. Aukin dhersla med eftirlit V. parahaemolyticus og skelfiskreektunar er ad vaenta fra
eftirlitsadilum. Sem stendur er sala sjavarafurda sem innihalda undir 10.000 bakteria @ hvert gramm
leyfd i Bandarikjunum. Hins vegar hefur sykinga ordid vart i skelfiski sem innihaldid hefur undir 200
bakteria 4 hvert gramm (Daniels, Ray et al. 2000). Endurskodun & reglugerdum vardandi V.
parahaemolyticus er pvi bersynilega naudsynleg.

B hluti - Hradvirkar greiningaradferdir a sérvirkum skemmdarérverum

Pseudomonas spp og Photbacterium phosphoreum greiningarhvorfin voru proud fra grunni innan
bessa verkefnis. Hradvirkum greiningum a sérvirkum skemmdardérverum i fiski med real-time PCR
adferd hefur ekki adur verid lyst. Adferdirnar bjoda uppd magngreiningu & Pseudomonas spp og
Photobacterium phosphoreum til hradvirks geedamats a fiskafurdum. bessi hluti verkefnisins var
unnin i nanu samstarfi vid Evropuverkefnid Chill-On sem fjallar um flutninga og keelingu a ferskum
matvaelum og pa sérstaklega fiski. Hugsunin med pessum adferdum er ad geta bodid baedi upp a
sjalfstaeda taeknilausn til ad meta ferskleika fiskflaka en einnig sem hluti af heildstaedu flutnings- og
rekjanleika kerfi par sem fylgst er med ymsum pattum til ad tryggja 6ryggi og geedi vérunnar s.s.
hitastigsferlum, timaferlum og gaedavisum. Yfirleitt eru gaedi og astand fiskafurda dkvardad med
skynmati sem er god leid ad morgu leyti en gallinn er sd ad ekki er haegt ad nota hana vid
ratinubundnar maelingar en einnig er hin had smekkvisi manna sem oft getur verid mismunandi. |
vidskiptum med fisk er pvi hagur af pvi ad hafa 6hadar adferdir til ad stadfesta geedi afurdanna.

Innan Chill-On verkefnisins er einnig unnid ad pvi ad prda orveruvaxtarlikon fyrir baedi Pseudomonas
og Photobacterium phosphoreum til pess ad spa fyrir um geymslupol fisks. | pessum likénum er helst
tekid tillit til 6rverutalninga en einnig hitaferla vid framleidslu og flutninga. Til pess ad geta nytt pessi
likon i rauntima vid framleidslu og mottoku 3 fiski i fjarleegum hoéfnum er pvi naudsynlegt ad geta
metid@ magn skemmdarbakterianna & hradvirkan hatt. Med hefdbundnum adferdum vaeru
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nidurstédur ad berast 2-3 dégum eftir ad syni eru tekin sem er of langur timi til ad unnt sé ad koma
nidurstédunum inn i geymslupolsspa. Med peim adferdum sem préadar voru hér vaeri moéguleiki 8 ad
mata spalikanid med nidurstddum maelinga samdaegurs.

Nidurstodurnar préfana par sem mismunandi rannséknarmenn og mismunandi teeki eru notud syna
ad audvelt zetti ad vera ad yfirfeera adferdina a adrar rannsdéknarstofur pé ad annar taekjakostur sé
bar fyrir hendi.

Stefnt er ad pvi ad koma pessum maelingum upp 4 pbjénustuform og einnig ad vinna afram med
bessar adferdir i tengslum vié geymslupolsspd. Naestu skref i pessari préun geetu t.d. verid ad koma
upp verkferlum sem audveldara veeri ad framkvama inn i vinnslunum sjalfum t.d. med einféldun 3
synaundirbuningi.
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